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significant  overrepresentation  of  cytoplasmic  ribosomal  gene  family.  Moreover,  we  noticed 
overrepresentation of the same family in the set of proteins co‐purifying with NBR1 in ‐S. One of 
these ribosomal proteins, RPS6 was chosen for verification of its direct interaction with NBR1 and 












autophagy  is  the evolutionary conserved Target of Rapamycin  (TOR) kinase  that  is on one hand 
activated by glucose and involved in the reciprocal regulation with plant hormones, and on the other 
hand,  it  stimulates  such  processes  as  translation,  ribosome  biogenesis,  and  cell  proliferation 
(reviewed by  [2,3]).  In agreement with  its overall growth promoting  role, TOR kinase negatively 
regulates autophagy [4]. 
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It is now widely accepted that autophagy is a highly selective process targeting specific cargo 















During  the  last decades many  research groups have been  studying various aspects of plant 
response to sulfur deficit, and several reports on metabolome and transcriptome changes in plants 
starved  for sulfur are available  [11,12]. These experiments  led not only  to a demonstration of  the 



























using  the  binary  vector  pC‐TAPa  (pYL436)  [21].  The  TAP  line,  used  as  a  control  in  TAP‐MS 
experiment, was generated using the empty pN‐TAPa vector [21]. Expression cassette for NBR1‐YFP 
line  construction was  generated using  the  binary  vector pH7YWG2  [22].  In  the  above  lines,  the 
transgenic NBR1  is under  the control of  the constitutive promoter  (35S  from CaMV). Deletions  in 










The media  composition  is  provided  in Table  S1.  Plants were  usually  grown  in  hydroponic 
conditions in the controlled conditions of a plant growth chamber (22 °C 8h day/18 °C 16h night). 
Seedlings grown hydroponically (in 0.5× Hoagland‐based media) were gently agitated (22 °C 12 h 
day/12 h night)  in  24‐Well Suspension Culture Plates Cellstar®  (Greiner Bio‐One, Frickenhausen, 
Germany). To compare the roots growth, the media were supplemented with 15 μM glucose; when 
indicated, they also contained TOR inhibitors: rapamycin (10 μM), Torin1 (1 μM) or AZD8055 (1 μM). 
The  dose  of  inhibitors was  adapted  from  different  literature  data  and  preliminary  verified.  For 
instance, from three tested concentrations of AZD8055 (0.5 μM, 1 μM and 1.5 μM) the difference in 
growth between the lines was observed only in 1 μM. The lower concentration did not have effect on 















and  the  following  pair  of  oligonucleotides  (5′‐TCAGGTGTACTCGCCCTAAA‐3′)  and  (5′‐ 
GCGAACCACTGTTCCTCATT‐3′)  as  the  forward  and  reverse  primers,  respectively,  in  a 
PikoRealTM Real‐Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) with Luminaris 
Color HiGreen qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific). The primers are complementary to the 







supernatant were  separated  on  8%  SDS‐PAGE  gels,  transferred  to  the  nitrocellulose membrane 
(BioRad,  Hercules,  CA,  USA),  and  visualized  by  staining  with  Ponceau  S  (loading  control). 
Membranes were  blocked with  5%  non‐fat  dry milk  and  then  probed with  rabbit  anti‐AtNBR1 
polyclonal  IgG,  custom  generated  against  the  165‐aa N‐terminal  fragment  of NBR1  (GenScript, 
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Carlsbad, CA, USA). Goat anti‐rabbit IgG (Sigma‐Aldirch, St. Louis, MI, USA) coupled to the alkaline 














μg/mL  rifampicin and 50 μg/mL  spectinomycin prior  to agroinfiltration.  Interactions were  tested 
using a 488 nm laser (Coherent sapphire 488‐20 CDRH) and a 515/30 filter. For red fluorescent protein 
(RFP) a 543 nm laser (helium‐neon laser; Melles Griot) and a 605/75 filter were used. The image data 




Y2H analysis was performed as previously described  [17]. Plasmids used  in  the experiments 
were based on pDEST22 and pDEST32 (Thermo Fisher Scientific) and are listed in Table S2. 
2.8. TAP‐MS Experiment 















by a 180 min  linear gradient of a 95% solution A  (0.1%  formic acid  in water)  to a 35% solution B 
(acetonitrile and 0.1% formic acid). The measurement of each sample was preceded by three washing 
runs to avoid cross‐contamination. The final MS washing run was searched for the presence of cross‐
contamination between  samples. Data were  searched with  the Max‐Quant  (Version  1.5.7.4, Max‐
Planck‐Institute  for  Biochemistry,  Martinsried,  Germany)  platform  search  parameters:  match 
between runs (match time window 0.7 min, alignment time 20 min), enzyme: trypsin/p; specific; max 
missed  2,  minimal  peptide  length  7‐aa,  variable  modification:  methionine  oxidation,  N‐term 
acetylation, fixed: cysteine alkylation, main search peptide tolerance 4.5 ppm, protein FDR 0.01. The 







replicates) divided by  its molecular weight. Specificity was defined as  the  ratio of protein  signal 




Venn  diagrams  were  drawn  using  the  online  web  tool  (http://bioinformatics.psb.ugent.be/ 
webtools/Venn/).  GO  Term  enrichments  were  calculated  on  the  agriGO  v2.0  server  (China 
Agricultural  University,  Beijing,  China)  [27].  Gene  annotations  were  downloaded  from  The 
Arabidopsis  Information  Resource  (TAIR)  and  Frequencies  of  Functional  Categorization  were 
calculated using TAIR’s web tool (https://www.arabidopsis.org/tools/bulk/go/index.jsp). Interaction 
networks were analyzed with the Cytoscape software (version 3.7.1, Institute for Systems Biology, 







We  have  previously  reported  that  sulfur  deficit  increased  the  amount  of  Joka2  (NtNBR1) 
transcript encoding selective autophagy cargo receptor NBR1  in  tobacco  [7]. A similar  increase of 
NBR1 transcript during sulfur deficit was observed in shoots and roots of Arabidopsis thaliana plants 
grown  in  the  conditions  of  our  experiment  (Figure  1).  The  amount  of  the  NBR1  transcripts 





OX7.5)  grown  in  sulfur  sufficient  (nS)  and  sulfur  deficient  (‐S)  conditions.  Results  of  reverse 
transcription quantitative PCR  (RT‐qPCR) using  the  shoots and  roots material normalized  to WT 
grown in nS. The significantly different samples are indicated with different letters. 
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3.2. Seedlings From –S Have More Acridine Orange‐Stained Red Spots 
Acridine Orange  (AO)  is  a membrane‐penetrable  fluorescent dye useful  for visualization of 
acidic compartments [7]. In the AO stained cells, the cytoplasm and nucleus emit green fluorescence, 
while the acidic compartments fluoresce in red. AO is not an ideal marker for autophagy but it has 
already  been  used  for  such  purposes,  especially  after  the  comparison  of  the  ratio  of  red/green 






of  the green  spots overlapped with  the  red  speckles  (Figure 2B). This  suggests  that a  significant 
portion  of  the  NBR1‐YFP  did  indeed  co‐localize  with  the  acidic  compartments,  presumably 
autophagosomes. 
 







different  letters  (B)  NBR1‐YFP  co‐localizes  with  many  acidic  compartments  stained  with  AO 
(examples are shown by arrows: the green arrow points to the dot for which fluorescence signals were 





respectively  (Table  S3).  For  each  part  of  plants,  we  obtained  the  following  sets  of  –S  DEGs: 

















showing  fold of change of  individual genes  in –S. DEGs are marked  in colors, as  indicated  in  the 
legends,  while  the  genes  not  changed  significantly  are  denoted  in  pale  grey.  (B).  Scatterplot 
comparing regulation of expression of the cytosolic ribosomal protein gene family by –S in the roots 
of wild type and NBR1‐OX line. (C) The KEGG chart of Arabidopsis thaliana ribosomes. The proteins 









































































In  order  to  get  insight  into  the  possible  mechanisms  responsible  for  the  transcriptional 
differences in response to –S between the WT and OX7.5 lines, we analyzed the interaction networks 
of –S DEGs in WT and OX7.5. For each node in the Biogrid database, we calculated the number of its 
total  interactions  (degree.total),  number  of  its  interactions with  –S DEGs  in WT  (degree.‐S)  and 
number of its interactions with ‐S DEGs in OX7.5 (degree.‐S in OX). When number of ‐S DEGs was 
plotted  against  number  of  total  interactions  RPT2a  (At4g29040)  and  UBQ3  (At5g03240)  were 
identified as the most significant hubs in both interaction networks analyzed (Figure 4A). However, 
for  several minor  hubs we  observed  differences  between WT  and NBR1‐OX  in  the  number  of 
interactions  with  –S  DEGs.  We  identified  5  and  11  hubs  with  more  and  fewer  interactions, 
respectively, in the NBR1‐OX network than in WT network (Figure 4B). Among the 5 hubs enriched 
in interactions in the OX7.5 network, 4 are annotated as LRR (Leucine‐Reach Repeat) protein kinases. 



















of  overlapping  genes  was  208  (70%  of  OX  DEGs)  and  115  (53%  of  OX  DEGs)  for  up‐  and 
downregulated,  respectively.  While  in  roots,  it  was  160  up‐  and  214  downregulated  genes, 
corresponding to about 38% and 42% of the respective OX DEGs in roots. 
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The  next  goal was  to  identify  the  proteins  co‐purifying with NBR1  in  shoots  and  roots  in 
different  growth  conditions  using  the  TAP‐MS  experiment.  The  lists  of  identified  proteins  are 
included in Table S6. The Venn diagrams comparing the roots and shoots interactomes, each in three 
conditions (nS, 4d‐S, 10d‐S), are shown in Figure 6. The set of condition‐specific proteins is apparently 

















































































The  ribosomal  protein  S6 was  present  in  the  sets  of  the  previously  reported  interactors  of 
proteomic Hub3 (RPT2a) and Hub5 (AP2M). Besides, it is linked with autophagy signaling via the 
TOR‐RPS6 kinase‐RPS6 pathway. Therefore, it was selected for confirmation of its direct binding to 






in both isoforms of RPS6). The NBR1‐RPS6  interaction was additionally verified  in  the yeast two‐
hybrid  (Y2H)  experiments.  These  results  indicated  that  the  interaction  of NBR1 with  the  RPS6 
isoforms was  not mediated  by  the  UBA  domain,  and  it was  probably  not  the  classical  target‐ 
autophagy  receptor  interaction.  Interestingly,  the  interaction  between  RPS6A  and  NBR1  was 
observed in both the cytoplasm and nucleus, while RPS6B‐NBR1 interactions were observed only in 
the cytoplasm (Figure 8D). 
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NBR1  and NBR1 with C‐terminal  deletion  of  87  amino  acids  (NBR1ΔUBA),  fragments  of NBR1 
(ZZNBR1) and RPS6B (RPS6W) proteins. (C) Scheme showing the protein fragments involved in the 
interactions. The RPS6 structure is shown as a model of RS62_ARATH protein from SWISS‐MODEL. 







S3). A  similar phenomenon was observed also  in Nicotiana  tabacum  J4‐1 and  J5‐3  transgenic  lines 
overexpressing  a  tobacco  homolog  of  NBR1  (NtNBR1‐OX),  indicating  that  the  mechanisms 
responsible for the observed phenotype are common for both plant species (Figure 9B). Staining of 
the Arabidopsis  seedlings  grown  in  –S  in  the  absence  and  presence  of  Torin1  (one  of  the  TOR 
inhibitors)  indicated a  strong  increase of  red AO‐stained  spots  in  the plantlets  treated by Torin1 
(Figure S4). 



















(Figure  S1). Both proteins  appeared  larger  than  expected. An  increase of  the  size of NBR1  from 
Arabidopsis thaliana has been also recently reported [35]. The plausible explanation of the observed 
discrepancy  would  be  posttranslational  modification;  however,  it  remains  to  be  determined. 
Interestingly, the seedlings of both OX lines had more autophagosomes (red spots stained by AO) 
than WT, and  the number of autophagosomes was  increased by –S  in each  line  (Figure 2A). This 
increase was insignificant in OX2.3.5, significant in WT and very strong in OX7.5. Since NBR1 itself 
is an autophagy substrate [6,35] one could expect a smaller amount of this protein when the number 
of  autophagosomes  is  increased  and  the  autophagy  flux  is  induced.  The  apparent  discrepancy 
suggests  that an excess of NBR1 accumulates not only  in autophagosomes but also  in non‐acidic 
structures, which are not accessible to degradation. Only a partial overlap of the green and red signals 
in NBR1‐YFP overexpressors  stained with AO  (Figure  2B)  additionally  supports  this  conclusion. 


















members, which  are  involved  in  sensing  various  signals  and  play  a  role  in  plant  growth  and 















of  interaction)  as  compared  to  the  –S  response  in  the WT,  7  belong  to  the  TCP  family,  TCP14 
(At3g47620), TCP13/PTF1  (At3g02150), TCP4  (At3g15130), TCP15  (At1g69690), TCP2  (At4g18390), 
TCP10 (At2g31070), and TCP23 (At1g35560). The TCP family consists of 24 members in Arabidopsis 
and  is divided  into  two groups, both playing a complex  role  in plant development and  immune 
defense [41,42]. TCP14 is the most targeted host protein by the effectors of many plant pathogens 
[43]. The reduced number of –S DEGs from OX7.5 having reported interactions with these proteins 
might suggest  that  these  transcription  factors are not activated by –S  to  the same extent  in OX7.5 
compared to WT. The involvement of LRR receptor kinases or TCP in –S response has not yet been 











not  randomly distributed  around  the Arabidopsis  interactome but  seem  to  interact with  specific 
proteins. Eight hubs having at least 10 known interactions with proteins identified in our TAP‐MS 
experiment were identified (Table 1). Most of them are involved in RNA export from the nucleus or 
in  proteolysis.  The  highest  number  of  interactors  among  the  NBR1  co‐purifying  proteins  has 
ubiquitin (represented by UBQ3, At5g03240), designated here as hub1. Furthermore, the number of 
proteins co‐purifying with NBR1 that were previously identified as a part of the UBQ3 interactome 











domains  and  apparently  involved  in  endocytosis  [51]. AP2M  is missing  any  ubiquitin  binding 
domains (INTERPRO domains listed by TAIR). Therefore, AP2M probably recognizes its targets by 
a  different mechanism  than  via  ubiquitin  binding.  Thus,  it  seems  possible  that  some  common 
interactors of AP2M  and NBR1 may be bound by NBR1  in  an UBA  independent mode  as well. 
Checking  this possibility  seems  to be an  interesting goal  for  future  research. Hub7  (IDM1/ROS4; 




its  interactors was published  [34]. Taking  into account  that NBR1 protein contains  two ubiquitin 
binding  UBA  domains,  similar  to  the  human  RAD23A  protein,  it  seems  likely  that NBR1  and 





















for  the  UBA  domain  of  NBR1  for  binding  suggests  that  RPS6  possibly  does  not  need  prior 




phosphorylation  status of RPS6  controlled by  S6K.  It  is  commonly  accepted  that RPS6  regulates 
translational capacity. Therefore, precise control of RPS6 activity (or intracellular localization) might 













metabolism  and  secondary metabolism  [61].  It  also  induces  the  transcription of nuclear‐encoded 
plastid  ribosomal  proteins  [62].  Reduced  expression  of  numerous  such  genes  observed  in  –S 
conditions in the shoots of all lines (not shown) would indicate the reduction of TOR activity in –S 
conditions.  Moreover,  TOR  positively  regulates  initiation  of  translation  in  plants,  possibly  by 
stimulation of phosphorylation of the translation initiation factor eIF3h via S6K [63]. The simplest 
explanation of the observed phenotype (oversensitivity of NBR1 overexpressors to TOR inhibitors in 
–S  conditions)  is  an  excessive  induction  of  autophagy.  This  assumption  is  supported  by  the 
observation  of  autophagosomes  (precisely, AO‐stained  red  speckles)  in  the  roots  of  such  plants 
(Figure S2). The massive red staining suggests the presence of numerous autophagosomes due to a 
high induction of autophagy. 





one of  the processes controlled by NBR1  in such conditions. This conclusion  is supported by  the 
following observations: (i) partial overlap of gene expression changes due to NBR1 overexpression 


















of  ‐S  and AZD8055  on  the  root  lengths  of  the WT, NBR1‐overexpressing  lines OX2.3.5, OX7.5  and M6.2 
(truncated form without UBA domains) and lines with nbr1 deletion (KO1 and KO3). Figure S4. Acridine orange 
(AO) staining of the roots of plants grown in –S in the presence and absence of Torin1. 
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